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摘　要　实验研究并建立了反相高效液相色谱 (R P2H PL C)法检测降血压肽。结果表明: 在选定的实

验条件下,降血压肽浓度与抑制率呈良好的线性关系,校准曲线的相关系数为 0. 9936。测定的平均回收率

98. 6%—102. 3% ,相对标准偏差为 2. 63% ,该方法简便、快速、准确、灵敏,可用于检测降血压肽。
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1　引言
降血压肽是一类血管紧张素转换酶抑制剂 (A CE I) ,它通过抑制血管紧张素转换酶 (A CE)的活

性而达到降压的作用,因此可测定降血压肽对A CE 活性的抑制率来反映它降压活性的大小[1, 2 ]。目

前,检测降血压肽的方法主要是免疫放射法、紫外分光光度法[3 ] ,但这两种方法存在实验步骤繁琐,

检测时间较长,对实验操作要求甚高,实验易产生误差等缺点,因此,建立一种有效、简便的检测方

法尤为迫切。本实验尝试用反相高效液相色谱法检测降血压肽。

2　实验原理
A CE 催化分解血管紧张素É的模拟物马尿酰组氨酰亮氨酸 (HHL ) ,产生马尿酸,当加入降血

压肽时,A CE 对HHL 的催化分解作用受到抑制,马尿酸的生成量减少。在反相高效液相色谱洗脱

图谱中,马尿酸的洗脱峰的峰面积与马尿酸的量呈很好的线性关系,因此可通过测定加入降血压肽

前后马尿酸峰面积的差别即可反映它降压活性的大小。

3　实验材料与方法
3. 1　实验材料

W aters2690高效液相色谱仪,W aters996检测器 (美国W aters公司) ,UV 22201紫外2可见分光
光度计 (日本岛津公司) , 降血压肽M RW RD: 用超纯水M RW RD (美国肽公司)配制成 1×10- 3

mo löL的储备液,使用时逐渐稀释成所需要浓度,A CE 液: 取1个单位A CE (美国Sigm a 公司)溶于

5mL 0. 05mo löL 硼酸盐缓冲液 (pH = 8. 3) , 5×10- 6mo löL 马尿酰组氨酰亮氨酸 (HHL )液: 称取

28m gHHL (美国A ldrich 公司)溶解在5mL 0. 1mo löL 含0. 3mo löL 氯化钠的硼酸盐缓冲液中 (pH =

8. 3)。



3. 2　实验方法

在37℃反应体系中依次加入80ΛL HHL 液、降血压肽M RW RD 液、超纯水,每次测试的总体积

为0. 2mL ,把以上混合液放入37℃恒温水浴中保温3m in,然后加入一定量的A CE 酶液 (10ΛL )启动

反应,恒温保持30m in 后,加入0. 2mL 1mo löL HC l中止反应,至室温取5ΛL 反应产物进样,通过反

相高效液相色谱洗脱图谱定量。通过H PL C 洗脱图谱定量马尿酸的生成量,从而计算降血压肽的抑

制率。其中,抑制率 (% ) = (A 1- A 2) öA 1,A 1——不存在降血压肽时的峰面积,A 2——存在降血压肽

与酶时的峰面积,对A CE 抑制率为50%时的降血压肽浓度即为半抑制浓度。

3. 3　色谱条件

高压液相色谱系统: W A T ER S 2690, 检测器: W aters996, 色谱柱: ZORBA X OD S 4. 6×

150mm ,洗脱液: 30%甲醇: 70%水 (含 1% HA C) ,洗脱液流速: 1mL öm in,检测波长: 229nm ,进样

量: 5ΛL。

4　结果与讨论
4. 1　检测波长的选择

取标准马尿酸溶液在200—300nm 范围进行紫外光谱扫描,扫描图谱见图1所示。结果表明:标

准马尿酸样品在229nm 有最大吸收,故选择229nm 作为检测波长。

4. 2　RP-HPLC法回归方程

图 1　马尿酸的紫外扫描光谱图 图 2　反应后的色谱图

a——M RW RD; b——HHL ; c——马尿酸。

图 3　不同浓度M RW RD 对A CE 的影响

R P2H PL C 是利用反应产物中各组分的

极性不同而进行分离的。由图2可以看出马尿

酸与反应产物中其他组分的洗脱峰能很好地

分开,因此采用R P2H PL C 可以准确测定马尿

酸的量。这是R P2H PL C 检测降血压肽的依

据。

把上述标准样品按照反相高效液相色谱

条件进行测定。以峰面积 (y )为纵坐标对横坐

标A CE 抑制剂浓度 (x )进行线性回归。绘制

校准曲线图 (见图 3)并推导其回归方程,其方

程为y = 52. 383x + 35. 876。 r
2 为0. 9936。
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4. 3　精密度与重复性试验

　　按上述检测方法,将同一样品重复检测 5次,测定结

果如表1。马尿酸的平均含量为193. 09ng,相对标准偏差

为2. 63% ,具有良好的重现性和精密度。

4. 4　加标回收实验

按上述方法,将同一样品反应30m in (平行3份) ,然后

分别在其中加入 51. 96ng 马尿酸,按R P2H PL C 法分别测

其马尿酸的含量,其平均回收率 98. 6%—102. 3% (见表

2) ,表明该方法的准确度良好。

表 1　分析方法的精密度

序号 峰面积 马尿酸 (ng)

1 277845 188. 96

2 279833 190. 33

3 278281 189. 27

4 288963 196. 54

5 294569 200. 35

平均值 193. 09

相对标准偏差 (% ) 2. 63

5　结论
　　 (1) 实验建立了一种测定降血压肽

的新方法。样品中的A CE 抑制活性的计

算公式如下: A CE 活性抑制率 (% ) =

(A 1- A 2) öA 1; 其中A 1——不存在降血压

肽时的峰面积; A 2——存在降血压肽与酶

时的峰面积。

表 2　回收率实验结果

序号
样品中马尿酸

(ng)

加入的马尿酸

(ng)

测得总值

(ng)

回收率

(% )

1 120. 11 51. 96 171. 28 99. 5

2 120. 11 51. 96 169. 70 98. 6

3 120. 11 51. 96 175. 99 102. 3

　　 (2) 该新方法准确度高,检测所需要的时间较短,能准确地反映降血压肽的活性,克服了以前

测定方法的缺陷,适合于降血压肽的快速筛选。
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The D etection of Ang ioten sin -Converting Enzym e Inh ib it ion

by RP-HPLC M ethod
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Abstract　T he angio ten sin2convert ing enzym e inh ib it ion w as analyzed by R P2H PL C. A linear

rela t ion sh ip betw een the concen tra t ion of angio ten sin2convert ing enzym e inh ib ito r so lu t ion and

inh ib it ion ra t io under the experim en t condit ion s w as ob ta ined, the co rrela t ion coeff icien t w as 0.

9936 w ith the average recovery of 98. 6%—102. 3% and the rela t ive standard devia t ion of 2.

63%. T he m ethod w as simp le, fast, accu ra te and sen sit ive.

Key words　A ngio ten sin2Convert ing Enzym e Inh ib it ion, R P2H PL C.
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